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\ Fragments d'anticorps recombinants synthetises et biotinyles dans E. coli, leur utilisation en immunodosa- 
ges et en purification par Immunoaffinlte. 

jL'invention conceme I'obtention de fragments Fab 
hticorps recombinants exprimes dans E coli, dont la 
parte Fa est blotinylee In vivo suite a la fusion de la region 
codante de I'anticorps avec celle d'un recepteur de biotine. 

L'invention conceme aussi Sexploitation du caractere bi- 
fonctJonnel de ces fragments d'anticorps biotinyles pour la 
realisation de dosages immunologiques et pour le develop- 
pement de method es d'immuno-purification d'antigenes. 
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La presente invention concerne l'obtention de 
fragments d'anticorps recombinants/ Fab, exprimes dans 
5 E. coli, dont la partie Fd est biotinylee in vivo, suite a 
la fusion de la region codante de l'anticorps a celle d'un 
recepteur de biotine, L 1 invention concerne egalement 
1 1 exploitation du caractere bif onctionnel desdits fragments 
d'anticorps biotinyles, d'une part pour la realisation de 

10 dosages immunologiques, d* autre part pour le developpement 
de methodes d ? immunopurif ication d'antigenes. 

L 1 utilisation de molecules biotinylees en 
immunologie est largement repandue a cause de leur facilite 
de detection qui repose sur la forte affinite de la biotine 

15 pour I'avidine et la streptavidine . Ces dernieres sont 
utilisees sous forme complexee a une enzyme qui donne lieu a 
une reaction coloree et quantifiable, en presence de son 
substrat. Ainsi la streptavidine couplee a la phosphatase 
alcaline est couramment utilisee. 

20 Dans les diverses techniques immunologiques de 

detection, de dosage, de marquage ou de purification, 
1 1 utilisation d'anticorps biotinyles assure une tres grande 
sensibilite . 

D'une maniere generale, la biotinylation des 
25 anticorps est effectuee chimiquement et la biotine se lie au 
hasard f ce qui fournit un conjugue heterogene. 

La biotine est un petit coenzyme qui est present , 
in vivo, sous forme liee a des proteines intracellulaires 
dont les activites enzymatiques participent a des reactions 
30 de carboxylation essentielles au metabolisme cellulaire. 

Contrairement aux cellules eucaryotes, £ . coli ne 
contient qu'une seule proteine biotinylee qui est une sous- 
unite de 1 'acetyl-CoA-carboxylase, la proteine porteuse de 
carboxy-biotine, qui sera designee ci-apr6s par BCCP (pour 
35 "biotin carboxyl carrier protein" - selon Fall et Vagelos, 
1973, J. Biol. Chem. 248, 2078-2088-) . 

Le gene de la BCCP a ete clone par Li et Cronan 
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(J. Biol. Chem. 267, 1992, 855-863) qui ont aussi demontre 
que l'expression dans £ . coli d'une proteine de fusion 
comprenant la sequence de l'accepteur de biotine de la BCCP 
(c ' est-a-dire la sequence comprenant de 84 a 110 acides 
amines de I'extremite C-terminale) permet une fixation 
efficace de la biotine sur ladite proteine. Cette sequence 
tronquee et suffisante sera designee BCCP* f ci-apres . 

La Demanderesse a tire avantage de cette 
decouverte pour concevoir des constructions genetiques 
utilisant cette sequence d'ADN et des sequences codantes de 
fragments Fab d'anticorps pour mettre au point un systeme de 
biotinylation in vivo des anticorps. 

Ainsi la presente invention concerne un vecteur de 
clonage et d' expression portant une cassette d' expression 
bi-cistronique permettant la synthese dans E. coli de 
fragments Fab d'anticorps de specificite definie et 
comprenant un site fonctionnel de liaison de l'antigene 
(semblable au vecteur modele decrit par Orf anoudakis, Karim, 
Bourel et Weiss, 1993, Mol . Immunol. 30, 1519-1528)/ dans 
lequel on a insere une sequence d'ADN codant pour 
I'extremite C-terminale de la sous-unite BCCP de E. coli, en 
phase, en aval de la sequence codante du fragment Fd dudit 
anticorps. Ainsi, dans les conditions appropriees 
d' induction, cette construction permet la synthese d'une 
proteine de fusion Fd-BCCP* et ensuite sa' liaison au 
fragment de chaine legere du meme anticorps, codee par le 
meme vecteur, pour former le Fab-BCCP* qui comprend ladite 
proteine de fusion. 

La construction selon la presente invention permet 
de recuperer le fragment d'ADN codant pour la BCCP* avec les 
enzymes de restriction qui ont ete utilises pour son 
insertion et ensuite de le transferer dans un. autre vecteur 
dans lequel des fragments choisis d f un anticorps quelconque 
ont ete clones et qui presente une meme zone de jonction 
avec les sites de restriction necessaires. 

La presente invention concerne egalement les 
fragments Fab d'anticorps synthetises et secretes par des 
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bacteries E. coli transf ormees par le vecteur decrit plus 
haut . C'est un autre objet de 1' invention de demontrer que 
les fragments • Fab d'anticorps ainsi obtenus sont 
bifonctionnels, l'extremite N-terminale constituant le site 
5 de liaison de l'antigene et l'extremite C-terminale 
constituant le site de liaison de la biotine, et que cette 
bifonctionnalite peut etre exploitee pour mettre au point de 
nouveaux tests d f immunodosage et de nouvelles methodes 
d 1 immunopurif ication . 

10 La fusion de la sequence BCCP* a l'extremite du 

fragment Fd de l'anticorps entraine la biot inylation de 
celui-ci, in vivo, dans la bacterie. Le taux de fixation de 
la biotine peut etre optimise par 1' addition de biotine a 
une concentration d'environ 0,1 mM dans le milieu de culture 

15 des bacteries. La biotine ainsi liee aux fragments 
d'anticorps a garde son af finite pour l'avidine et la 
streptavidine, et cette propriete est la base des 
applications suivantes des fragments d'anticorps obtenus. 

C'est un autre objet de la presente invention 

20 d'utiliser les fragments d'anticorps biotinyles in vivo pour 
la realisation de dosages immunologiques dans lesquels la 
bi-fonctionnalite de la proteine de fusion Fab-BCCP* est 

exploitee pour fixer l'antigene a l'extremite N-terminale 
(qui correspond au site naturel de fixation de l'antigene 

25 sur l'anticorps choisi) et pour detecter et quantifier la 
liaison ant igene-anticorps par la revelation de la biotine 
liee a l'extremite C-terminale de la proteine de fusion. La 
biotine est revelee par l'addition d'avidine ou de 
streptavidine, couplee a un marqueur enzymatique donnant une 

30 reaction coloree en presence de son substrat, comme la 
phosphatase alcaline, ou a un isotope radioactif . 
L' invention permet ainsi de realiser tous les tests 
classiques d ' immunodetection de type ELISA, RIA, etc..., 
directs ou indirects . L f invention peut egalement etre 

35 appliquee au domaine de 1 ' imagerie medicale, les anticorps 
marques par un isotope radioactif pouvant §tre detect^s, in 
vivo, par immunoscintigraphie . 
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C'est aussi un autre objet de la presente 
invention cTutiliser les fragments d' anticorps biotinyles in 
vivo pour purifier des antigenes par immunoaf finite. Dans ce 
cas, la bif onctionnalitS de la proteine de fusion 
5 Fab-BCCP* est exploitee pour fixer l'anticorps par son 
extremite biotinylee sur un support inerte, par exemple de 
type bille d' agarose ou de polymere de synthese, recouvert 
d'avidine ou de streptavidine . L'af finite de ces dernieres 
pour la biotine entraine la fixation de la proteine de 

10 fusion par son extremite C-terminale et la presentation, 
vers l'exterieur, du site de reconnaissance de I'antigene, 
situe en N-terminal. Ce site, libre, permet la retention de 
I'antigene a partir de toute solution brute dans laquelle il 
est present (milieu de culture ou fluide biologique . . . ) . On 

15 peut ainsi realiser 1 1 immunopurif ication en lot ("batch") ou 
sur colonne de billes immobilisees, I'antigene adsorbe etant 
ensuite elue dans des conditions appropriees . 

Les exemples suivants illustrent la mise en oeuvre 
de la presente invention dans un modele choisi, comprenant 

2 0 un anticorps monoclonal choisi, dirige contre le facteur de 
necrose tumorale (TNF) humain, dont le clonage et 
1' expression d'un fragment Fab fonctionnel ont deja ete 
d^crits. (Orf anoudakis, Karim, Bourel et Weiss f 1993, Mol. 
Immunol. 30, 1519-1528). 

25 II est evident que 1' invention ne se liraite pas a 

ce modele et que des constructions semblables peuvent etre 
realisees avec tout fragment Fab d'un anticorps choisi et 
clone dans le meme vecteur, par la fusion avec la meme 
sequence codante BCCP* et que les memes applications des 

30 proteines de fusion peuvent etre developpees. 

La figure 1 represente schematiquement le vecteur 
d f expression pHL4-bio qui est decrit dans 1" exemple 1 et qui 
derive du pHL4 par 1' insertion de la sequence codante BCCP*. 
35 Le vecteur pHL4 est decrit dans la publication de 
Orf anoudakis et al. (citee plus haut) et comprend les 
sequences codantes Vh~CH1 (Fd) de la chaine lourde et Vl-CK 
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de la chaine legere de l'anticorps monoclonal n° 4 anti-TNF. 
Ces 2 sequences codantes constituent un operon bi- 
cistronique mis sous le controle du promoteur Lac et de la . 
sequence "leader" et du peptide signal de la lyase de 
5 pectate bacterienne. 

Les sites de restriction utilises pour la construction sont 
indiques . 

Les abreviations suivantes sont utilisees : 
ori : origine de replication de ColEl 
10 Lac Z : gene de la A-galactosidase 

fl IG : region intergenique du phage fl 
AmpR : gene de resistance a 1 * ampicilline . 

La figure 2 represente les oligonucleotides congus 
15 comme amorces pour recuperer la sequence cpdante BCCP* par 
PCR. Les sites de restriction Spel et EcoRI sont soulignes. 

Exemple 1 . 

l.A. construction du vecteur d ' expression . 

20 

La sequence codante de la BCCP a ete publiee par 
Li et Cronan (voir plus haut) . Elle a ete utilisee pour 
concevoir des amorces (qui sont representees sur la figure 
2) permettant 1 1 amplification par PCR (reaction de 

25 polymerase en chaine) de la sequence correspondant aux 101 
acides amines de l'extremite C-terminale de la BCCP de la 
souche de E. coli 71-18 BMH (Yanish-Perron et al., 1985, 
Gene 33, 103-109) . 

L f amorce pour l'extremite 5' contient un site de 

30 restriction Spe I et 1' amorce pour l'extremite 3', un site 
Eco RI . 

Des bacteries E. coli 71-18 BMH provenant d'une 
culture de nuit en milieu M9 ont ete mises en presence d f un 
melange reactionnel pour PCR contenant les 2 amorces et ont 
35 ete soumises a 25 cycles d 1 amplification, en appareil 
automatique (Perkin-Elmer/Cetus®) . 

Les produits de 1 ' amplification, d'une taille 
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d 1 environ 350 pb, ont ete purifies par electrophorese sur 
gel d' agarose pour etre inseres dans le vecteur pHL4 digere 
par Spe I/Eco RI. Ce vecteur, deja decrit par Orfanoudakis 
et al . (voir plus haut) et represents schematiquement sur la 
5 figure 1, comporte les sequences codantes Vh~CH1 (ou Fd) et 
Vl-Ck du fragment Fab d 1 un anticorps monoclonal murin 

choisi, dresse contre le TNF . Ces sequences sont alignees 
sous forme d'un operon bi-cistronique placS sous le controle 
du promoteur Lac. Elles sont separees par 21 nucleotides de 

10 jonction qui permettent 1* insertion d'une sequence codante 
etrangere, en aval de la sequence Fd. 

Dans le present exemple, la sequence BCCP* est 
inseree entre les sites Spe I et Eco RI ce qui la place en 
phase, en aval de la sequence Fd. La construction est 

15 verifiee par sequengage. Le vecteur resultant a 6te appele 
pHL4-bio (parce qu'il code pour l'accepteur de biotine) . 

l.B. Caracterisat ion des proteines exprimees par les 
bacteries transformees par pHL4-bio. 

20 

Des colonies isolees de E. coli 71-18 BMH 
transformees par pHL4 ou par pHL4-bio ont ete mises en 
culture en milieu LB a 30°C pendant une nuit . Les proteines 
secretees dans le milieu de culture apres induction du 

25 promoteur Lac par 1 ' IPTG 1 mM ( isopropy 1-B-D- 
thiogalactoside) ont ete recuperees apres centrif ugation du 
culot cellulaire et concentrees par precipitation au sulfate 
d* ammonium. Elles ont ete analysees par electrophorese sur 
gel de polyacrylamide-SDS et immunoempreintes sur filtres de 

30 nitrocellulose . 

Pour realiser les immunoempreintes on utilise des 
anticorps de chevre biotinyles, diriges contre les chalnes 
kappa d 1 anticorps de souris, et de la streptavidine marquee 
a la phosphatase alcaline. 

35 Pour detecter les proteines biotinylees on utilise 

de la streptavidine marquee a la phosphatase alcaline. 

Les anticorps anti-kappa reconnaissent un compose 
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d % environ 80 kDa et de 50 kDa dans les proteines secretees 
par les bacteries transformees respectivement par pHL4-bio 
et par pHL4 . Quand des aliquots des mimes proteines sont 
incubes en presence de streptavidine marquee a la 
5 phosphatase alcaline, celle-ci se lie fortement au compose 
de 80 kDa identifie par les anti-kappa, alors qu'elle ne 
reagit pas avec les proteines de 50 kDa. 

(On detecte aussi une faible bande a 22 kDa qui 
correspond a la BCCP produite naturellement par la bacterie- 
10 hote) . 

La mertie analyse a ete realisee en presence de fi- 
mercaptoethanol . Dans ces conditions, avec la streptavidine 
marquee, on ne detecte aucune proteine dans le surnageant de 
pHL4 et une proteine de 4 0 kDa dans le surnageant de pHL4- 
15 bio (40 kDa correspondant a la masse approximative calculee 
pour la proteine de fusion Fd-BCCP*) . 

Des quantites identiques de fragments de chaines L 
sont detectees par les anti-kappa dans les 2 surnageants. 

L 1 ensemble de ces resultats indique que les 
20 bacteries transformees par pHL4-bio produisent une proteine 
complexe comprenant le fragment Fd-BCCP* lie par un pont 
disulfure a la chaine legere (Vl) et que cette proteine a 
6t& efficacement biotinyl^e in vivo. Cette proteine sera 
appelee Fab4-BCCP*. 
25 - - 

Exemple 2. Mise en evidence de la liaison de l'antigene et 
de la biotine sur la proteine de fusion. 

La capacite de fixer l'antigene de la proteine 
30 Fab4-BCCP* a ete evaluee avec differentes quantites de TNF 
immobilise sur filtres de nitrocellulose. (Le TNF utilise 
est du TNFa humain recombinant.) 

On observe que la proteine Fab4-BCCP* se lie au 
TNF avec la merae efficacite que la Fab4, quand on revele sa 
35 presence par l'addition d'anticorps anti-kappa. 

D 1 autre part quand les memes filtres sont reveles 
en presence de streptavidine marquee a la phosphatase 



BNSDOCID: <FR 27174S9A1_L> 



8 



27 17 ASS 



alcaline, seule la Fab4-BCCP* donne un signal positif. 

Cette experience montre done que les 2 domaines de 
la proteine de fusion Fab4-BCCP* sont fonctionnels : le site 
specif ique de l'anticorps reconnait son antigene et 
5 1' extremite BCCP* fixe la biotine qui lie la streptavidine . 

Pour demontrer que la presence de 1' extremite 
BCCP* n f interfere pas avec la capacite de fixation de 
1' antigene par comparaison avec le Fab4, 1 ' interact ion 
Fab4-BCCP*/TNF a ete suivie dans un test de competition en 
10 ELISA (voir exemple 4) en presence d'un exces d'antigene. 
Une quantite definie de Fab4 ou de Fab4-BCCP* et des 
quant it es variables de TNF ont ete melangees dans des puits 
de microplaques a ELISA recouverts d'antigene. Apres lavage/ 
les molecules fixees sont revelees par l'addition de 
15 streptavidine marquee a la phosphatase alcaline. 

La concentration de TNF libre necessaire pour 
provoquer 50 % d 1 inhibition de la fixation de Fab4-BCCP* est 
de 0,2 |ig/ml ce qui correspond a une constante de liaison 
relative de 1,2 10~8 m, e'est-a-dire du meme ordre que celle 
20 de 1,5 10~ 8 M qui a ete trouvee pour Fab4 (publication de 
Orfanoudakis et al.). 

La fusion de l 1 extremite BCCP* n'affecte done pas 
la capacite de liaison de 1' antigene du Fab4 . 

25 Exemple 3. Optimisation de la biotinylation des molecules 
de Fab4-BCCP* secretees par E. coli. 

Le pourcentage de proteines de fusion Fab4-BCCP* 
marquees par la biotine a ete evalue a I'aide de 

30 streptavidine immobilisee sur des billes d'agarose. Des 
quant ites non saturantes de surnageant de culture de E. coli 
ont ete incubees avec les billes puis les proteines fixees 
ont ete analysees par immunoempreinte avec de 1 'anti-kappa . 
Par comparaison avec la quantite de surnageant incube on 

35 mesure que 3 % des molecules sont biotinylees. 

Pour augmenter ce rendement, les cultures 
bacteriennes ont ete realisees en presence de differentes 
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concentrations de d-biotine (de 0,01 a 1 mM) . Celle-ci est 
ajoutee quand la culture a une D.O. de 1, en meme temps que 
I'IPTG. 

Dans ces conditions on obtient un rendement 5 fois 
5 plus eleve de biotinylation, avec un plateau a partir d'une 
concentration de 0,1 mM de d-biotine. On obtient ainsi 15 % 
de Fab-BCCP* biotinyle. 

Dans les conditions habituelles de production on 
obtient 1 mg de Fab-BCCP* par litre de culture bacterienne, 
10 dont 0,15 mg de molecule biotinylee. 

Exemple 4. Utilisation des fragments d'anticorps biotinyles 
dans des dosages immunologiques . 

15 Le concentre de proteines de fusion Fab4-BCCP* 

peut etre utilise pour realiser des tests ELISA directs ou 
indirects . 

Des microplaques pour dosage ELISA ont ete 
incubees pendant une nuit a 4°C avec des quantites variables 
20 de TNFCt recombinant (de 0,01 a 5 Jlg/ml en tampon bicarbonate 

0,1 M) . Apres lavage, les plaques ont ete incubees pendant 
1 heure a temperature ordinaire en presence de serumalbumine 
bovine pour bloquer les sites residuels de liaison de 
proteines . 

2 5 Apres lavage, des dilutions en serie du concentre 

de Fab4-BCCP* ont ete distributes dans les puits. Apres 1 
heure d 1 incubation a 37°C les proteines de fusion qui se 
sont adsorbees sur l'antigene sont detectees par une 
incubation de 1 heure a 37°C en presence de streptavidine 

30 marquee a la phosphatase alcaline. Celle-ci est visualisee 
par 1' addition de para-nitrophenyl-phosphate (1 mg/ml - 
Sigma®) en tampon Tris-HCl 0,1 M pH 9, NaCl 0,1 M, MgCl2 
5 mM et hydrolyse pendant 1 heure. La densite optique des 
puits est mesuree a 405 nm, par exemple a l'aide d'un 

35 lecteur automat ique d 1 ELISA (Molecular Devices®) . 

La representation graphique des resultats montre 
que les proteines Fab4-BCCP* lient specif iquement le TNF, de 
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maniere saturable. La reactivite est strictement dependante 
de la concentration en Fab4-BCCP* utilisee, ce qui confirme 
la bifonctionnalite de- la proteine de fusion puisque toutes 
les molecules qui fixent la streptavidine sont capables de 
5 reagir avec le TNF. 

Cette propriete permet d'utiliser la proteine de 
fusion dans n'importe quel type de dosage par 
immunodet ect ion . 

10 Exemple 5. Utilisation des fragments d'anticorps biotinyles 
pour la purification d'antigenes par immuno- 
affinite. 

La bifonctionnalite des proteines Fab-BCCP* 
15 biotinylees permet de les adsorber sur des billes couvertes 
de streptavidine et ensuite, d'utiliser celle-ci pour 
purifier, par immunoaf finite, l'antig£ne correspondant au 
Fab. 

Une suspension de 0,25 ml de billes d'agarose 
20 recouvertes de streptavidine a ete incubee en presence de 
Fab4-BCCP* concentres (4 ml) dans 10 ml de tampon Tris-HCl 
20 mM, pH8, NaCl 50 mM et serumalbumine bovine 1 % (tampon 
A) , pendant 1 heure a temperature ordinaire, sous agitation 
douce . 

25 Apres lavage des billes en tampon Tris-HCl 20 mM, 

pH 8, NaCl 0,5 M, NP40 0,1 % puis en tampon Tris-HCl, pH 8, 
NaCl 50 mM, les billes sont remises en suspension dans le 

tampon A. 

La preparation de billes ainsi recouvertes de 
30 streptavidine-biotine-BCCP*-Fab (9,8 ml) a ete mise en 
contact avec un lysat bacterien (0,2 ml) clarifie d'une 
souche transformee par un vecteur d'expression d'une 
proteine de fusion comportant le TNF, Apres une incubation 
de 2 heures a 4°C sous agitation douce, puis lavage dans les 
35 conditions decrites plus haut, les proteines du lysat 
bacterien qui se sont adsorbees sur les billes ont 6te 
eluees avec du tampon Tris-HCl 50 mM, pH 8, NaCl 0,50 M, 
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ethylene glycol 50 %. Ces proteines ont ete analysees par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS et coloration 
au bleu de Coomassie. Elles correspondent bien a la proteine 
de fusion attendue. 
5 Les molecules de Fab-BCCP *-bio sont done 

utilisables pour purifier, en une seule etape, un antigene 
present dans un extrait brut de bact^rie. 
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REVENDICATIONS 
1.- Vecteur de clonage et d' expression portant 
une cassette d'expression bi-cistronique permettant la 
synthese dans E. coli de fragments Fab d'anticorps de 
5 specificite definie et comprenant un site fonctionnel de 
liaison de l'antigene, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'ADN codant pour I'extremite C-terminale de la 
sous-unite porteuse de carboxy-biotine (BCCP) de l'acfetyl- 
CoA carboxylase de E. Coli, inseree en phase en aval de la 

10 sequence codante du fragment Fd desdits fragments Fab 
d f anticorps, ladite sequence d'ADN permettant, dans les 
conditions appropriees d' induction, la synthese d'une 
proteine de fusion Fd-BCCP* et du Fab-BCCP* qui comprend 
ladite proteine de fusion. 

15 2.- Fragments Fab d'anticorps caracterises en ce 

qu'ils sont synthetises et secretes par des bacteries E. 
coli transformees par un vecteur selon la revendication 1. 

3. - Fragments Fab d'anticorps selon la 
revendication 2, caracterises en ce qu'ils sont 

20 bifonctionnels, I'extremite N-terminale constituant le site 
de liaison de I'antigene et I'extremite C-terminale 
constituant le site de liaison de la biotine. 

4. - Fragments Fab d'anticorps selon la 
revendication 2 ou 3, caracterises en ce qu'ils ont ete 

25 biotinyles in vivo par la bacterie qui les a synthetises. 

5. - Procede d'obtention de fragments Fab 
d'anticorps selon la revendication 4, caracterise en ce 
qu'on optimise le taux de fixation de biotine par addition 
de biotine a une concentration d'environ 0,1 mM dans le 

30 milieu de culture des bacteries. 

6. - Utilisation des fragments Fab d'anticorps 
selon l'une quelconque des revendications 2. a 5 pour la 
realisation de dosages immunologiques dans lesquels la bi- 
f onctionnalite de la proteine de fusion Fab-BCCP* est 

35 exploitee pour fixer 1'antigene a I'extremite N-terminale et 
detecter et quantifier la liaison antigene-anticorps par la 
revelation de la biotine liee a I'extremite C-terminale, en 
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presence d'avidine ou de streptavidine couplee a un marqueur 
de type phosphatase alcaline ou a un isotope radioactif. 



selon l'une quelconque des revendications 2 a 5 pour la 
5 purification d'antigenes par immunoaf finite a l'aide de 
supports inertes recouverts d'avidine ou de streptavidine, 
sur lesquels la proteine de fusion Fab-BCCP* est liee par 
son extremite biotinyl6s, le site de reconnaissance de 
l'antigene, en N-terminal de ladite proteine, etant libre et 
10 permettant la retention de l'antigene a partir de toute 
solution brute dans laquelle il est present, et ensuite, son 
elution dans des conditions appropriees. 
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Utilisation des fragments Fab d'anticorps 
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Figure 1 
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Figure 2 

Amorce 5' : 

5TCTGCAGACTAGTCCAGCTCA ATCTAACGC AG CC-3' 

Amorce 3' : 

5'-CTATTAGAATTCTTACTCGATGACGACCAGCGG-3' 
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